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Resumen. Se evaluo el efecto de extractos de hojas frescas
de Flourensia cernua sobre la inhibicién micelial y
esporulacion de Alternaria alternata, Colletotrichum
gloeosporioides y Penicillium digitatum. Los extractos se
obtuvieron con metanol:cloroformo 1:1, y por extraccion
sucesiva con hexano, éter dietilico y etanol. Las
concentraciones evaluadas fueron 500, 1000, 2000 y 4000 mg/
L en medio de cultivo papa-dextrosa-agar. Los anélisis de
espectros de infrarrojo se realizaron en espectroscopio
mediante la técnica de infrarrojos transformados de Fourier
(FTIR). El mayor rendimiento de resina (19.1%) se obtuvo
con metanol:cloroformo. La inhibicién micelial en 4. alternata
fue mejor con las fracciones de hexano (91.9%) y
metanol:cloroformo (88.4%) a 4000 mg/L, mientras que C.
gloesporioides y P. digitatum fueron inhibidos en un 93.4 y
94%, respectivamente, a partir de 500 mg/L de la fraccion de
etanol; en todos los casos el efecto fue fungistatico. No se
observaron conidios de A. alternata con los extractos de
etanol a4000 mg/L y metanol:cloroformo a 2000 y 4000 mg/L.
El extracto etandlico desde 2000 mg/L provocd la menor
produccion de conidios en C. gloesporioides; los cuatro
extractos provocaron disminucién del numero de conidios
en P. digitatum, aunque no hubo diferencia estadistica entre
ellos. En general, el extracto etanolico fue el mas eficiente
para inhibir micelio y afectar la produccion de conidios de C.
gloesporioides y P. digitatum. Los espectros de FTIR de los
extractos mostraron que las fracciones tienen los mismos
grupos funcionales, pero en distinta proporcion.
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antifingico, antiesporulante.

Abstract. The effect of fresh leaf extracts from Flourensia
cernua was evaluated for mycelial inhibition and sporulation
of the pathogens Alternaria alternata, Colletotrichum
gloeosporioides, and Penicillium digitatum. Extracts were
obtained with methanol:chloroform (1:1), and by sequential
extractions with hexane, diethyl ether, and ethanol. The
concentrations evaluated were 500, 1000, 2000, and 4000 mg/
L in potato-dextrose-agar culture medium. Analysis of infrared
spectrum was performed with an spectroscope using the
Fourier transformation infrared technique (FTIR). The highest
resin yield (19.1%) was obtained with methanol:chloroform.
The highest mycelial inhibition of 4. alternata ocurred with
hexane fractions (91.9%) and methanol:chloroform (88.4%) at
4000 mg/L, whereas C. gloesporioides and Penicillium
digitatum were inhibited 93.4% and 94%, respectively, from
500 mg/L of the ethanol fraction. All extracts showed
fungistatic effect. 4. alternata did not produce conidia when
treated with the ethanol extract at 4000 mg/L and
methanol:chloroform at 2000 and 4000 mg/L. The ethanol
extract from 2000 mg/L caused the lowest conidia production
by C. gloesporioides. The four extracts reduced conidia
production by P. digitatum, although they were not statistical
different. In general, the ethanolic extract was the most efficient
to inhibit mycelial growth and conidia production of C.
gloesporioides and P. digitatum. FTIR spectra of extracts
showed that the fractions have the same functional groups
but at different ratio.

Additional keywords: Tarbush, plant extracts, antifungal,
antisporulation.

Actualmente, el control de hongos fitopatdogenos requiere
de aplicar técnicas alternativas, pues el manejo tradicional
con agroquimicos sintéticos ha ocasionado diversos
problemas como la toxicidad a los usuarios (Whalen et al.,
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2003), detencion de exportaciones por residuos en producto
de consumo y dafios al medio ambiente (Ramirez-Legarretay
Jacobo-Cuéllar, 2002), asi como afectacion de organismos
benéficos (Anderson et al., 2003). Otro aspecto importante
es que los microorganismos fitopatogenos han generado
resistencia al ingrediente activo de algunos fungicidas
sintéticos (Cooke et al., 2003; Leroux, 2003), como respuesta
ala presion de seleccion debido a las altas dosis y aplicaciones
continuas, ocasionando grandes pérdidas econémicas. Una
alternativa econdmica y eficiente para el control de
enfermedades, es el uso de los productos naturales derivados
de las plantas (Montes, 2000; Montes y Figueroa, 1995;
Wilson et al., 1999), no afectan el medio ambiente ya que sus
residuos son faciles de degradar, son potenciales de utilizar
en el control de patéogenos de productos agricolas en
postcosecha, y permiten la obtencion de productos agricolas
con calidad de exportacion (Wilson et al., 1994). De los
hongos que afectan en postcosecha, existen tres de gran
importancia: Alternaria alternata (Fr.:Fr.) Keissl. el cual afecta
frutos de tomate (Lycopersicon esculentum Mill.) en campo
y en postcosecha, puede comportarse como oportunista o
infectar por si solo, y sus lesiones iniciales aumentan
cubriendo el fruto con un moho negro (Rotem, 1994);
Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz. y Sacc. es el
principal género causante de antracnosis en la mayoria de
los cultivos en el mundo, es uno de los principales problemas
de tomates destinados a la industria de conservacion, y causa
manchas hundidas recubiertas de pustulas de color rosa,
anaranjado o negruzco en frutos de tomate (Messiaen et al.,
1995); en citricos, el moho verde causado por Penicillium
digitatum (Pers.:Fr.) Sacc. constituye el problema mas grave,
responsable de mas del 60% de pérdidas ocasionadas por
hongos en frutos conservados en refrigeracion (Tuset, 2000).
Los extractos vegetales se han empleado desde tiempos
remotos, principalmente en el ambito medicinal para el control
de enfermedades, y recientemente en el entorno agricola
contra insectos e incluso en el control de algunos
microorganismos fitopatégenos, sin definir en algunos casos
cual es su principio activo (Lagunes et al., 1984). En México
existe un gran nimero de especies vegetales ampliamente
distribuidas, que pueden ser evaluadas desde el punto de
vista fitoquimico para determinar su actividad biologica sobre
hongos fitopatdgenos, como es el caso de Flourensia cernua
D.C. (hojasén), la cual es abundante en las zonas aridas y
semiaridas de México, y de la que se han reportado efectos
de inhibicion sobre Rhizoctonia solani Kithn y Phytophthora
infestans (Mont.) de Bary con extractos metandlicos (Gamboa
et al., 2003), asi como de Colletotrichum spp. con extractos
hexanicos, y contra termitas con extractos hexanicos, de éter
dietilico y etandlicos (Tellez et al., 2001). Los objetivos del
presente estudio fueron: a) Evaluar el efecto inhibitorio de
cuatro extractos de F. cernua in vitro en el desarrollo micelial
y formacion de conidios de tres hongos que afectan a frutos
en postcosecha: Alternaria alternata, Colletotrichum
gloeosporioides y Penicillium digitatum, y b) identificar en

forma preliminar, los grupos funcionales de compuestos
presentes en los diferentes extractos.

MATERIALESY METODOS

Colecta del material vegetal. La colecta de las hojas de F.
cernua se llevo a cabo en un sitio con gran abundancia de
arbustos, en el ejido Guadalupe Victoria, Municipio de Saltillo,
por la carretera 54 a Zacatecas, tomando plantas de una altura
de 50 a 60 cm, con un diametro de tallos de 5-6 c¢cm, de las
cuales se cortaron ramas de 10 a 12 cm con la mayor cantidad
de hojas; el material cortado se deposit6 en bolsas de plastico
para su traslado al laboratorio y se colocd en un cuarto frio
(4°C); posteriormente, las hojas se separaron de los tallos,
las cuales se guardaron en bolsas de polietileno a -18°C hasta
su extraccion.

Obtencion de extractos y rendimiento de resina. Este proceso
se llevo a cabo utilizando 460 g de hojas con 2.5 L de disolvente
en frascos de 4 L color dmbar, los que se agitaron
mecanicamente a 150 rpm en un bafio de agitacion (Brickman)
durante 22 h a temperatura ambiente (25 £+ 2°C), para ello se
realiz6 una extraccion secuenciada con hexano, éter dietilico
y etanol (Téllez et al.,2001). Por otra parte, de otra cantidad
igual de hojas (460 g), se realizo la extraccion con la mezcla de
metanol-cloroformo (1:1), bajo las mismas condiciones de
agitacion y temperatura. Al término de las extracciones, se
filtr6 el extracto sobre papel Whatman No. 1 y se separ6 el
disolvente de la resina en un rotavapor (Buchii). El
rendimiento de resina se determino gravimetricamente a 65°C.
Obtencion de cepas de microorganismos. De frutos de tomate
se aislo 4. alternata y C. gloeosporioides, y de naranja
[Citrus sinensis (L.) Osbeck] se obtuvo P. digitatum. El
crecimiento se realizé sembrando material vegetal infectado
en medio de cultivo papa-dextrosa-agar (PDA, Bioxon),
posteriormente se aislaron por punta de hifa (Chairman ez al.,
1978), se identificaron mediante las claves de Rotem (1994) y
Messiaen et al. (1995), y se conservaron a 27°C por cuatro
dias, tiempo de crecimiento estandar para realizar la siembra
del in6culo en medio envenenado para la evaluacion
antifungica.

Bioensayo por medio envenenado. Se realiz6 agregando la
cantidad requerida de cada uno de los extractos en el medio
de cultivo PDA, para obtener concentraciones de 500, 1000,
2000 y 4000 mg/L, y un testigo absoluto con sélo medio de
cultivo, el cual se vaci6 en cajas Petri y se dejo por 4 h en
camara de flujo laminar para permitir que el medio solidificara
sin contaminarse, después se inocularon las cajas colocando
al centro una porcion de la cepa de 0.45 cm de didmetro
proveniente de cepas de cuatro dias de desarrollo de los
microorganismos bajo estudio.

Inhibicién micelial y de la esporulacion y efecto fungistatico.
El crecimiento micelial se registr6 diaramiente durante siete
dias. El porcentaje de inhibicion se determind en base al
diametro de las colonias y al testigo absoluto, tomando dos
lecturas en cruz por cada caja Petri; ademas, se tomaron datos
del numero de conidios a los siete dias de la inoculacion,
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tanto en los tratamientos como en el testigo, utilizando una
céamara de Neubauer (Hemacitometro Hausser Scientific). Para
definir el efecto fungistatico, se tomo micelio de los
tratamientos donde se presentd una inhibicion del desarrollo
por arriba del 50% a los cinco dias de cada bioensayo, y se
sembro por punta de hifa en medio no envenenado, para
observar posible desarrollo.

Disefio experimental. Para cada microorganismo se evaluo el
efecto de las resinas de los cuatro extractos, con cuatro
concentraciones y un testigo absoluto (PDA), teniendo cuatro
repeticiones para cada concentracion, considerandose cada
caja Petri como una repeticion. El analisis de datos se hizo
mediante un disefio de parcelas divididas A x B (Little y Hills,
1989), donde A fue el efecto de los extractos y B el efecto de
las concentraciones. La comparacion de medias se realizo
con DMS (p = 0.01) usando el paquete estadistico SAS
version 6.12 (SAS Institute, Inc., 1996).

Espectroscopia de los extractos. Los espectros de infrarrojo
de extractos se obtuvieron por espectroscopia de infrarrojos
transformados de Fourier (FTIR). Los extractos fueron
disueltos en cloroformo seco y una pelicula delgada de la
solucion se colocd en cristales de bromuro de potasio, los
cuales se analizaron con un aparato FTIR Nicolet Magna 550,
con una resolucion de 4 cm™ y 25 scans de barrido. Las
bandas seleccionadas de los espectros se analizaron para
hacer una evaluacion preliminar de la composicion.

RESULTADOS Y DISCUSION

Rendimiento de extractos. La mayor cantidad de resina se
obtuvo con el extracto de metanol:cloroformo 1:1 (Cuadro 1),
si bien, no se ha reportado extraccion de F. cernua con esta
mezcla, existen reportes de que metanol y cloroformo por
separado extraen mayor cantidad de resina de Larrea
tridentata (Seesé y Moc. ex D.C.) Coville que con el etanol
grado absoluto (Lira-Saldivar et al., 2003). Por otra parte, los
resultados de la extraccion secuenciada en este estudio,
muestran mayores rendimientos que las resinas obtenidas
por Téllez et al. (2001).

Inhibicion micelial. Alternaria alternata. Los valores de
inhibicién micelial promedio de los extractos de
metanol:cloroformo (1:1), hexano y etanol fueron los mas
eficientes estadisticamente (P < 0.01), con un promedio de
82.0, 81.6 'y 80.3%, respectivamente, siendo el de éter el menos
eficiente con un promedio de 67.6% (Fig. 1A). Por otro lado,

Cuadro 1. Rendimiento de resinas extraidas de hojas de
Flourensia cernua con cuatro solventes.

Solvente Peso de hojas  Pesoseco  Rendimiento
en fresco (g)  de resina (g) (%)

MeOH:CHCL” 460 87.8 19.1(1:1)

Hexano 460 26.6 5.8

Bter 460 42 9.6

Etanol 460 378 8.2

“Metanol:cloroformo.

la mayor inhibicion micelial observada fue de 91.9 y 88.4%,
las que se presentaron con los extractos hexanico y el de
metanol:cloroformo ambos a 4000 mg/L, respectivamente.
Estos resultados coinciden con los obtenidos con extractos
de L. tridentata, los cuales fueron extraidos con cloroformo,
etanol y metanol, en donde se evaluaron concentraciones
similares a las de este trabajo, y a una dosis mayor de 8000
mg/L, la cual inhibi el crecimiento micelial de otra especie de
Alternaria (A. solani Sorauer) en un 100% (Saldivar ef al.,
2003). Penicillium digitatum. El extracto etanolico fue el mas
eficiente para inhibir el micelio de este hongo, con un
promedio de inhibicion de 95.8% (Fig. 1B), siendo el extracto
de hexano el menos eficiente con 65.0%. La mayor inhibicion
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Fig. 1. Porcentaje de inhibicién micelial de cuatro extractos de
Flourensia cernua a cuatro concentraciones sobre tres
patdogenos de postcosecha. A) Alternaria alternata, B)
Penicillium digitatum, y C) Colletotricum gloeosporioides.
(DMS, P>0.01).
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se logro con el extracto etanolico en sus dosis de 500 mg/L
(94.2%) a 4000 mg/L (96.3%). Estos resultados concuerdan
con evaluaciones de extractos etandlicos de semillas y hojas
de huamuchil [Pithecellobium dulce (Roxb.) Benth.] que
fueron eficientes contra Penicillium sp., sobre todo los
extractos de hojas y semillas de plantas bajo estrés (Bautista-
Bafios et al., 2003), por lo cual se puede sefialar que la alta
polaridad del etanol, permite extraer compuestos que inhiben
el micelio de Penicillium. Colletotrichum gloeosporioides.
Las concentraciones de 500 mg/L de los extractos hexanico,
etéreo y metanol-cloroférmico, inhibieron en menos del 60%
el crecimiento micelial de C. gloesporioides (Fig. 1C); sin
embargo, el analisis estadistico revelo que el extracto etanolico
presento la mayor inhibicion de 92.9% a 500 mg/L y fue el mas
eficiente con 85.8% de inhibicion promedio, seguido por la
concentracion de 4000 mg/L del extracto metanol:cloroférmico
1:1, el cual expres6 un 90.95% de inhibicion micelial. El menor
efecto se presentd con el éter con un 53.63% de inhibicion
promedio, lo cual difiere de los resultados obtenidos por Téllez
et al. (2001) quienes evaluaron extractos de F'. cernua sobre
C. gloeosporioides, y reportaron que el extracto de éter
presentd las mayores zonas de inhibicion en bioensayos en
placas de cromatografia de capa fina, a dosis de 10 a 400 ug;
el etanol por su parte inhibi6 inicamente a dosis de 400 g,
aunque a esta dosis la diferencia de inhibicion fue pequeia,
10 mm para el extracto de éter y 9.7 mm para el de etanol; esta
diferencia puede deberse a que el método de los bioensayos
fue distinto, pues en este estudio se utilizé un medio de cultivo
propicio para el crecimiento del hongo.

Actividad antiesporulante. Alternaria alternata. Los
extractos que produjeron menor niumero de conidios de A.
alternata en comparacion con el testigo fueron el etanol y
metanol:cloroformo 1:1 (P <0.01) (Cuadro 2), sin embargo no
se observo desarrollo de conidios con las concentraciones
de 2000 y 4000 mg/L del extracto metanol:cloroformo 1:1,ya

Cuadro 2. Comparacion entre cuatro extractos de Flourensia cernua
y entre cuatro concentraciones, sobre la esporulacion de tres
patogenos de postcosecha.

Extractos Alternaria Penicillium  Colletotrichum
alternata* digitatum*  gloeosporioides®

Solvente

Etanol 0.93 b? 0.24a 5.50¢

Metano: 0.26b 0.18a 5.76 ¢

cloroformo

Hexano 4.40a 0.19a 7.77b

Eter 333a 0.24a 9.29a
Concentracion (ppm)

0 3.13a 0.61a 8.07a

500 2.78 ab 0.13b 7.82a

1000 2.66 ab 0.13b 731a

2000 1.63 ab 0.11b 6.39b

4000 094 b 0.08 b 5.80b

*1.0 x 10° conidios/mL.

¥1.0 x 10° conidios/mL.

“Valores con la misma letra en la misma columna son estadisticamente
iguales (DMS, P > 0.01).

Cuadro 3. Numero de conidios/mL producidos por los patogenos de
postcosecha Alternaria alternata (Aa), Colletotrichum
gloeosporioides (Cg) y Penicillium digitatum (Pd) por efecto de
cuatro extractos de Flourensia cernua a cuatro concentraciones.

Solvente Concentracion ~ Aa* Pd* Cg?
(ppm)
Testigo 0 3.13 a 0.61a 8.07a
Etanol 500 0.06 b 0.19b 7.44 ab
«“ 1000 0.81b 0.13b 6.42b
«“ 2000 0.13b 0.13b 344c
«“ 4000 0.00b 0.06 b 1.86¢
Testigo 0 3.13a 0.6la 8.07a
Metanol: 500 0.11b 0.19b 583b
cloroformo 1000 0.03b 0.13b 5.44b
«“ 2000 0.00b 0.06 b 5470
«“ 4000 0.00b 0.00b 5.46b
Testigo 0 3.13 abc 0.61 a 8.07 ab
Hexano 500 744 a 0.00 b 9.13a
«“ 1000 6.50 ab 0.13b 7.81 abc
«“ 2000 3.13 be 0.13b 7.01 be
«“ 4000 0.75¢ 0.13b 6.29¢
Testigo 0 3.13a 0.61a 8.07b
Eter 500 3.50a 0.13b 8.89a
«“ 1000 33la 0.13b 9.57a
«“ 2000 325a 0.13b 9.62a
“ 4000 3.00a 0.13b 9.60 a

*1.0 x 10° conidios/mL.

¥1.0 x 10° conidios/mL.

“Valores con la misma letra en la misma columna son estadisticamente
iguales (DMS, P> 0.01).

4000 mg/L del extracto etanolico (Cuadro 3); esto pudo ser
debido a que estos dos extractos presentaron la mayor
inhibicion micelial, por lo que es de esperarse que al haber
menor cantidad de micelio la produccion de conidios también
fuera menor; por otro lado, el extracto de éter no afecto la
esporulacion, y un comportamiento inesperado se tuvo con
el extracto hexanico, que habia sido eficiente para inhibir el
micelio de este hongo, al inducir mayor produccion de conidios
que el testigo a las concentraciones de 500, 1000 y 2000 mg/
L. Al respecto, se ha observado que algunas fuentes de
carbono ttiles para la esporulacion de ciertos hongos, afectan
la reproduccion de otros y no necesariamente incrementan el
crecimiento micelial (Greene y Barnett, 1951). Penicillium
digitatum. Los cuatro extractos de F. cernua afectaron la
produccion de conidios en P. digitatum, aunque no hubo
diferencia estadistica entre ellos y entre sus concentraciones
(Cuadro 2). Obagwu y Korsten (2003) reportaron que el
extracto etanolico de Allium sativum se evalud para inhibir
desarrollo de P. digitatum sobre naranjas variedad Valencia;
el extracto no fue efectivo cuando se utilizo solo, pero a la
concentracion de 1.0% + 0.1 % de aceite comestible inhibid
enun 100% la germinacion de los conidios. Por lo anterior, es
conveniente considerar el utilizar mezclas de los extractos
con mayor potencial para evaluar un posible sinergismo en el
control de estos patogenos. Colletotrichum gloeosporioides.
La produccion de conidios de este hongo se vio mas afectada
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por el extracto etanolico a las concentraciones de 2000 y 4000
mg/L (Cuadro 3), y en promedio, los extractos etanolico y
metanol:cloroférmico afectaron de manera similar la
esporulacion de este hongo (Cuadro 2); estos mismos
extractos presentaron la mayor inhibicion micelial del hongo.
El extracto hexanico, igual que para A. alternata aunque en
menor proporcion, estimulé mayor formacion de conidios de
C. gloeosporioides a la concentracion de 500 mg/L; por su
parte, el extracto de éter también indujo al hongo a producir
mayor nimero de conidios en comparacion al testigo;
Bautista-Bafios et al. (2002) reportan inhibicion total de
esporulacion de C. gloeosporioides con cinco extractos
acuosos evaluados en proporcion 10:4 v/ven PDA. En forma
general, la investigacion del control de estos tres patdgenos
de postcosecha ha sido enfocada a evaluar el efecto de
compuestos de origen natural tanto in vitro como en frutos
inoculados; en este topico se han evaluado compuestos de
origen natural como el quitosano (Hernandez-Lauzardo et
al., 2005), el cual resulto efectivo a 2.5% para inhibir
esporulacion, crecimiento vegetativo y germinacion de
esporas de 4. alternata (Sanchez-Dominguez et al., 2005);
algunos agentes de control biolégico inoculados a frutos
han resultado efectivos como Bacillus subitilis Cohn, el cual
disminuy0 la severidad de C. gloeosporioides en frutos de
mango (Mangifera indica L.) (Carrillo-Fasio et al., 2005). Por
otra parte, los agentes de control bioldgico requieren de
condiciones de temperatura y humedad dptimas para llevar a
cabo su desarrollo y efecto antagdnico sobre microorganismos
patdgenos, lo que puede restarles efectividad, por lo que
extractos de origen vegetal efectivos en el control de
patéogenos de postcosecha pueden ser integrados. Los
resultados obtenidos en este estudio dan la pauta para
continuar evaluando los extractos etandlico y de
metanol:cloroformo en el control de estos patdogenos en
bioensayos in vivo.

Efecto fungistatico. Las siembras por punta de hifa en PDA,
provenientes de cajas Petri con medios envenenados, que
inhibieron en diferente grado a los tres hongos bajo estudio,
se desarrollaron normalmente al igual que el testigo, y
alcanzaron un didmetro de colonia de 7.3 cm a los seis dias en
el caso de C. gloeosporioides, y alos siete dias en caso de A4.
alternata y P. digitatum, 1o que confirma que el efecto de los
cuatro extractos de F. cernua fue fungistatico.
Espectroscopia de infrarrojo. Los resultados de infrarrojo
(Fig. 2) manifiestan que los cuatro extractos tienen el mismo
tipo de grupos funcionales: hidroxilo, carbonilo, amina e
hidrocarbonos, pero en diferente proporcion. Esto sugiere
que la composicion y los compuestos especificos tienen mas
efecto en cada hongo. En general, los seriales corresponden
a hidroxilo, alquenos, aromaticos, aminas y aldehidos, pero
se requiere un analisis detallado para determinar los
compuestos quimicos determinados.

CONCLUSIONES
Los cuatro extractos de F. cernua presentaron efecto de
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Fig. 2. Resultados de espectrofotometria de infrarrojos
transformados de Fourier de extractos de Flourensia cernua
extraidos con cuatro solventes de polaridad variable.

inhibicion micelial de 4. alternata, C. gloeosporioides y P.
digitatum, aunque no todos afectaron la esporulacion. Los
extractos mas eficientes para inhibir esporulacion de A.
alternata 'y C. gloeosporioides fueron el etandlico y el de
metanol:cloroformo; éste Gltimo extracto obtuvo el mayor
rendimiento de resina. Los extractos presentaron los mismos
grupos quimicos, pero en distinta proporcion.
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